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RESUMO: Apesar da importância do milho 
colorido na dieta de várias populações, a 
composição de antocianinas de genótipos não 
comerciais mantidos em Bancos de Germoplasma 
ainda é pouco conhecida. O objetivo desse estudo 
foi determinar o perfil de antocianinas de genótipos 
de milho com coloração distinta de grãos. Foram 
avaliados dez acessos de milho de grãos coloridos. 
O experimento foi planejado em delineamento 
estatístico inteiramente casualizado com três 
repetições. Quatro genótipos do total avaliado 
apresentaram antocianinas na composição, sendo 
cianidina-3 glucosideo e cianidina-3-6``-
malonilglucosideo as classes de antocianinas mais 
abundantes nessas amostras. O acesso TO002 de 
grãos pretos, apresentou a maior concentração 
dessas substâncias. Genótipos de milho de grãos 
de colorações distintas diferem no perfil de 
antocianinas, podendo essas estar presentes ou 
não nesses materiais. Grãos de milho pretos e 
roxos apresentam maiores concentrações de 
antocianinas. 
 





Grande variabilidade para cor de grãos 
ocorre em milho, sendo compostos químicos, como 
antocianinas e carotenoides os principais 
responsáveis por essa pigmentação. A ação 
antioxidante dessas substâncias as caracterizam 
como bioativas, atuando no controle de radicais 
livres associados ao estresse oxidativo relacionado 
à degeneração celular e, consequentemente, ao 
desenvolvimento de doenças crônicas não 
transmissíveis. 
Milhos com pigmentação intensa (pretos, 
roxos e azuis) têm sido caracterizados para vários 
fitoquímicos, sendo antocianinas identificadas como 
um dos principais nesses materiais (Aguayo-Rojas 
et al., 2012; Del Pozo-Insfran et al., 2006; Hu & Xu, 
2012, Montila et al., 2011; Urias-Logo et al. 2015; 
Yang & Zhai,  2010; Zilić et al., 2012). Há 
significativa diferença na distribuição de 
antocianinas entre as classes de cores, com relação 
entre a coloração escura dos grãos e a 
concentração de antocianinas (Zilic et al. 2012), 
podendo materiais com diferentes colorações de 
grãos de diferentes origens, apresentarem 
variações na composição de antocianinas (Zhao et 
al., 2009. Assim, o objetivo desse estudo foi 
determinar o perfil de antocianinas de genótipos de 
milho com coloração distinta de grãos mantidos no 
Brasil. 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
Amostras 
Foram selecionados dez acessos de grãos 
coloridos variando de vermelho a preto mantidos no 
Banco Ativo de Germoplasma de Milho da Embrapa 
Milho e Sorgo, localizado em Sete Lagoas, MG. A 
imagem e identificação dos materiais são 










Figura 1. Imagem de grãos dos genótipos de milho 
analisados para perfil de antocianinas 
 
Antocianinas 
 As amostras de grãos de milho foram 
moídas imediatamente antes do processo extrativo 
em moinho ciclone MA 020 (MARCONI, Piracicaba, 
SP) acoplado com peneira de abertura 0,5mm. O  
material moído foi acondicionado em frascos de 
vidro, tampados, lacrados com parafilme e envoltos 
em papel alumínio A cada amostra foram 
adicionados 5mL de uma solução de metanol: ácido 
fórmico 10% (v/v), seguido de extração utilizando 
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banho ultrassom de 40 KHz (USC 1400, Unique, 
Indaiatuba, SP) durante 15 minutos. Em seguida as 
amostras foram centrifugadas a 4000rpm por 10 
minutos e o sobrenadante foi coletado. Este 
processo foi repetido três vezes para cada amostra. 
Todo o sobrenadante composto foi concentrado em 
evaporador rotativo e em seguida foi adicionado de 
2mL de água deionizada. Alíquotas (20µL) foram 
retiradas e filtradas para injeção em LC-MS.  
 Foi adotado o protocolo para determinação 
de fenólicos em plantas (Lin  &  Harnly, 2007) com 
modificações. O instrumento LC-DAD-ESI/MS 
utilizado foi o modelo Varian 250 HPLC (Varian Inc., 
Lake Forest, CA) com detector de arranjo de diodo 
(DAD) e espectrômetro de massa 500-MS IT  
(Varian Inc., Lake Forest, CA). A coluna utilizada na 
análise foi Symetry  C18 (3 μm, 250 x 2 mm) (Varian 
Inc., Lake Forest, CA). O fluxo aplicado foi de 0.4 
ml/min. Durante a corrida a temperatura do forno foi 
mantida a 30oC. A fase móvel consistiu da 
combinação dos solventes A (0.1% ácido fórmico 
em água) e B (0.1% ácido fórmico em acetonitrila). 
O gradiente linear adotado variou de 10% a 26% B 
(v/v) em 40 min, até 65% B em 70 min, passando 
para 100% B aos 71 min, sendo mantido até 75 min. 
O DAD foi programado a 270 e 512 nm para leitura 
em tempo real e o espectro UV/VIS de 190 a 650 
nm, sendo coletado continuamente. O espectro de 
massa foi gerado simultaneamente usando 
ionização eletrospray nos modos de ionização 
positivo e negativo (PI and NI) em voltagem de 
fragmentação de 80 V para um intervalo de massa 
de 100–1000 amu. Foi utilizada pressão de gás de 
secagem de 35 psi, pressão de gás de nebulização 
de 40 psi, temperatura de secagem de gás de 
370oC, voltagem de capilaridade de 3500 V para PI 
e  3500 V for NI, além de voltagens de campo de 
pulverização de 600V. O sistema LC system foi 
acoplado de MSD com uma divisão de 50%. 
 
Tratamentos e amostragens 
Foram avaliados dez acessos de milho de 
grãos coloridos selecionados do Banco Ativo de 
Germoplasma mantido na Embrapa Milho e Sorgo.. 
Todas as análises foram realizadas em ausência de 
luz e em temperatura ambiente de 21±1°C. 
 
Delineamento e análise estatística 
O experimento foi planejado em 
delineamento estatístico inteiramente casualizado. 
As análises foram realizadas em triplicata, sendo os 
resultados submetidos estatisticamente à análise de 
variância (ANOVA). Quando significativo o teste de 
F, foi realizado teste de média LSD, estabelecendo-
se o nível de 5% de significância. Para analise dos 
dados, utilizou-se o programa Sisvar versão 5.3 
(Build 77) (Ferreira, 2000).  
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
… 
Os resultados das análises do perfil de 
antocianinas dos dez acessos são apresentados na 
Tabela 1 .Apenas quatro genótipos de milho  
apresentaram concentrações de antocianinas em 
quantidades significativas para detecção Nos 
acessos MT024, BA125 e MG174 não foram 
detectadas essas substâncias, podendo a 
pigmentação dos grãos nesses materiais estarem 
associada à presença de carotenoides e outros 
compostos fenólicos.  
O cromatograma gerado para o genótipo TO002 é 
apresentado na Figura 2, exemplificando o perfil de 
antocianinas dos quatro acessos com 





 Figura 2. Perfil cromatográfico de antocianinas 
identificadas em amostras em milho de grãos 
pretos TO002 (512nm). Identificação dos picos 
segundo Tabela 1. 
 
As formas cianidina-3-glicosídeo e 
cyanidina-3-6``-malonilglucosideo foram as 
antocianinas mais abundantes nas amostras 
analisadas (Tabela 1). O acesso TO002, cujos 
grãos possuem cor preta, apresentou a maior 
concentração dessas substâncias. Pesquisas 
anteriores permitiram a identificação das principais 





dimalonilglucosideo), cianidina-3-(3″,6″-i), e 
cianidina 3-(3″,6″-dimalonylglucoside), sendo os 
derivados de cianidina os principais, respondendo 
por mais de 70% do total de antocianinas nos grãos 
(pericarpo e aleurona) (Aoki et al., 2002). Portanto, 
os resultados foram semelhantes aos obtidos para 
os acessos de coloração preta e roxa avaliados. O 
total de antocianinas reportadas para linhagens e 
















europeia foi menor que o encontrado no atual 
estudo, variando a concentração de cianidina -3-
glucosideo de 308,24 a 547,49 mg kg-1 (Licy et al. 




Acessos de milho com colorações intensas 
distintas dos grãos apresentam variabilidade no 
perfil de antocianinas, podendo haver presença ou 
não dessas substâncias em grãos coloridos de 
milho. Grãos de milho pretos e roxos apresentam 
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Tabela 1. Identificação dos picos de antocianina das amostras de grãos de milho coloridos de 

















mg antocianinas 100g-1 de grãos* 


















2.5 nd nd nd nd nd tr 
2 20.66 449 287 515, 280 cyanidin-3-glucoside 30.4 a tr tr 2.0c tr 1.2c 5.9b 
3 23.75 433 271 501, 280 pelargonidin-3-glucoside 2.4 tr tr tr nd tr  
4 25.34 463 301 516, 279 peonidin-3-glucoside 9.3 a tr tr tr nd nd 1.5b 
5 29.69 535 287 517, 280 cyanidin-3-(6``-
malonylglucoside) 
17.6 a tr tr 2.4b tr 1.4c 2.0b 
6 32.90 519 271 505, 267 pelargonidin-3-(6``-
malonylglucoside) 
2.9 tr tr tr nd tr tr 
7 34.24 549 301 517, 280 peonidin-3-(6``-
malonylglucoside) 
6.8 tr tr tr nd nd tr 




tr nd nd nd nd nd nd 




tr nd nd nd nd nd nd 
10 40.00 605  520, 348 pelargonidin-3-
(dimalonylglucoside) 
tr nd nd nd nd nd nd 




tr nd nd nd nd nd nd 
                    tr < 1mgtr 
*Médias seguidas de mesma letra minúscula na linha diferem entre si ao nível de 5% probabilidade. 
 
 
